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AlIPrlOTSiilZIW B 

Me vorliegonde Erfindung bnUM sien auf Verfairon 
snr aewinnung and Hotti^ von ilntibiotika.inabeeondere auf 
aln Verfahren s„r Oewinnung and cheaiachen Hoinigung von 
i-pboterisin B.daa 2U den Bakrolidon HeptaeWotika 8 a - 

Baa Amphotericin B ttndet Ver.endung In der aediziniachen 
Sraxia bal der Behandlung tiefer Mykoeen und anderer m,er - 

3a aind bekannt Verfahren 2 ur Gewinnung and cheaiaohen 
Bainiganc von *n P noteri Z in B...B. ein Vorfahren.daa darin 
beateht.deg man daa I!ohantibiotik U »,gel8a t in Dime:**!*,™ - 
—.-It Waaaer aasfSlu.dann den Niedorscniag abfiltriart, 

« 
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mit Azeton wascht und unfcer Vakuum trocknet .In einem anderen " 
Verfahren lost man das Bohantibiotikum in wasserigem Isopro - 
pylalkohol bei einem pH - Wert von 2 - 3 auf t filtriert den ' : 
nichtgolosten Hiederschlag ab,neutralisiert die Losung auf ' L 

* 

einea pH - lert von 5 - 7 f filtriert den entstandenen Bieder - 
schlag des Antibiotikums ab.wascht es mit Azeton and trocknet 
unter Vakuum. 

Es ist aucli ein Verfahren bekahnt,in welchen loan daB 
Bohantibiotikum aus einer Methanol losung von Kalssiur-ichlorid 
mit Washer umfallt und anschlieflend diese3 wascht und trocknet*. 
Die Aktivitat des nach den gemnnten Vorxahren ertaluenen 
End-produktes betragt 750 mkg/mg (USA - Patentschrift Hr» 
2908611. J. Vandeputte et al. Antibiotic 3 Ann. 1955 - 56,p.587). 

Ein Nachteil der genannten Verfahren ist,da3 keines von 
diesen eine Reinigung des Amohoterizins B von den dieses be - 
gleitenden inaktiven Heptaen vorsieht.Das letztere bildet ■ 
sich zuaammen mit dem Antibiotikum im Pro zoo der Fermentation 
des Produzenten Actinomyces nodosus.Dor genannte Umstand very- 
schlechtert die Qualitat des Fertigproduktes. 

Ziel der vorliegenden Erf indung ist es,den genannten 
Baohteil zu vermeiden. 

In tTbereinstimmung mit dem Ziel wurde die Aufgabe ge - 
stellt durch die Wahl einer neuen wasserig - organischen 
Composition und eines ontsprechenden technologischen Ver - 
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fahrens die Qualitat des End^produktea su ernohen. 

Diese Aufgabe wurde dadurcn gelost,dafl nan in dem V«r - 
fahrea zur Gewinuuag and cnenischen Reinigung von Ampnoteri - 
sin B dmrch dessen Ausf alien nit Vasser aua Rohaatibiotikua - 
losung in Diiiethylformamid unter anschlieflenden Waschen nit 
einem organised Io 3 ungsni,;tel erfindungsgeiaao der Ronanti - 
biotikumlosung in I>imethylformaiiid 0,5 Volunon destilliertes 
Wascer,bezo b en auf das Voluiaen des Diffi^lfunaaxiids, auset.t, 
das eraaltene Gezaisch auf einen pil - Sert von 2 - 3,6 an - 
sauert,die auc6 fe falici. e n Beinengungen abtrennt.dem Piltrat 
Was.er in einen Volunen zusetzt.das dem Ausganfcslosungs - 
aift*;el gloich ist.dann den pH - Wert dec Genisches auf 6 t > - 
7,0 brin^t and das Uwiproduk:; abtrennt, welches mil: wasoerigcn 
n - Propanol.und Azeton gewaschon and -etrocknet wirdj 

Man bereitet zweckmaflig die Rohantibiotikumlosung in 
Dimefehylformamid durch Vemlichmi - von I Gewichtsteil Roh - 
antibiot*kun nit 10 - 20 Volunen Dinethylf oroanid unter an - 
schlifaenden Ansauern des ernaltenen Gonisches nit SalMaur* 
auf einen pH - Wort von ? - 7,5, 

Das Ansauern des GenischeB auf einen pH - Wert von 2 - 
3,6 f Sort nan zwecknaflig ait Kfciger wasseriger SalMauw - 
losung durch,J)as Alkalisieren des Geniscnea auf einen "pH - 
Wert von 6,5 - 7,0 funrt nan zweckmaflig nit IC^iger wasoerlger 
Xftznatronlosung durcn.Man VerwoBdet'swecknaaig zun Wasofcm 
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des .fenfcproduktes 50%ige wasserige n - Propanollosung. 

Das erfindungsgeina3e Vorfahren wird wie folgt durchge - 
fuhrt.Das Ausgangs - Rohanphoterizin B lost man ■ in Dimethyl - 
formamid auf *Man bereitet zweckmaflig eine Suspension von Boh - 
amphoterizin B in Dimethylf ormamid.Dazu mischt;man I Gewichts- 
teil Rohamphoterizin B mit 10-20 Volumen Dimethylf ormamidj 
Dann sauort man unter Ruhren das Gemisch mii; konzentrierter 
SaJLzsaWre auf einen pH - Wert von 7 - 7,5 an.Das Gemisch wird 
noch 1,5-2 Stunden bis zur vollstandirjen Auflosun{; der 
Heptaen» ce-uh^^»Dann giest nan iangt>aiu oncer jtuoAfcn deetil - 
liertes Wasser in einer Llenge von 0,5 Volumen zu,bezogen auf 
das Volumen des eingesetzten Dimethylf ormamids. Man stellt 
das Genisch. auf einen pH - Wert von 2,0 - 3,6 mit 10j6iger 
Salzsauerelosung ein.Der ausgefallene Niederschlag,der im 
wesentlichen aus inaktiven Heptaen besi>eht ,wird durch Fil - 
tration Oder Schleuderh abgetrennt und verworf en.Der klaren 
Losung giest man unter Ruhren destilliertes Wasser in einer „ 
lienge von 1 Volumen zu,bezogen auf das Volumen des Dimethyl - 
f ormamids # 14an stellt das Gemisch auf pH von 6,5 - 7,0 durch 
Zugabe 10#iger XtznatronlSegng ein und filtriext oder 
schleudert die entstandene Suspension des Antibiotikums.Die . 
erhaltene Paste wascht man mit 5Q£iger wasseriger n - Pro ~ 
pylaJLkohollo sung, dann mit Azeton und trocknet unter Vakuuau^ 
Man erhait Amphoterizin B mit einer spezifischen Aktivitat 
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von uber 750 mkg/mg,einem Aucliegehalt von weniger als 0.5SS, 

Das erfindungsgemaoe Verfahren macht es moglich,Ampho - 
terizin B hohen BeinheiuSgrad.es zu 0rhalten,das zur H e rstel - 
lung von Iniektionsarzneiforiaen bestimmt ist. 

Kachsvehend wird die Erfindung aiihand von Bei3pielen 
fur die Durchxuhrung des Verfahrens 'zur HerslellUng von Ampho 
terizin B naher erlautert* 

Beispiel 1, 25 g Rohampho terizin B mit einer spezif i - 
schen biologischen Aktivitat von 500 rJsg/mg, einer Extinction 

= 1100 und einem (ieaaiu *ft juq>Lo terizin A weniger als 
5# uiacht u.an mit >00 mi Dimethyxiori^cuuiu bei einer Tempera - 
tur von 20°C.Unter Ruhren bringt uan des Geuisch auf einen 
pH - Wert von 7,2 mit konsentrierter Salzcau*-re .Das Gemisch 
riikrt man noch 1,5? Stunden^Der erkaltonen Losung gie3t man 
langsam wahrend 1 Stunde unter Ruhren 250 ml destilliertes 
Wasser zu # Man stollt ein pH des Gemisches von 3,2 durch Zu <*• 
gabe 10%iger Salzsau>relosung ein.Der ausgefallene Nieder - 
schlag wird unter Vakuum abf iltriort und verworfen.Der klaren 
Losung gieflt man unter Ruhr en 500 ml destilliertes Wasser 
zuiiMan stellt ia Gemisch ein pH von 6,5 durch Zugabe 10%iger 
wasseriger Itznatroilosung ein und schleudert die ent»tandena 
Suspension«Die erhaltene Paste des Antibiotikuras wascht nan 
unter Ruhren mit 500 ml 50%igen wasserigen n - Propylalkohols 
wahrend 2 Stunden bei Zummertemperatur.Nach beeadetem Waachen 
wird die Paste ge schleudert, ait Azeton gewaschen,filtriert 
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und unter Vakuum bei einem Restdruck von 10 Torr und einer 
Temperatur von 20°C getrocknet.Das Gewicht des Fertigpro - 
duktes betragt 8,0 g,die spezifische biologische Aktivitat 
daa Pulveis 800 mkg/iag und die Extinktion E? 6 = 1500. Die 
Ausbeute an Amphoterizin B,bezogen auf die im Bobvprodukt 
enthaltene Aktivitat, be tragi; ;>1%. 

Beispiel 2. 100 g RohamphoterizAn B mit einor spezi - 
fischen biologischen Aktivitat von 500 rnkg/og, einer Ext ink — 
tion Bj[£ m = 1150 und einecx Gehalt an Amphoterizia A weniger 
als 5# bringt man in einen nit einem Ruhrwerk versehenen 
emaillierten Apparat ein # Haa giefit 1 Liter DimetlAylforiaafflid 
zu und bringt unter Ruhren den pH - A'ert das Gemisclies auf 
7,0 durch. Zugabe konzentrierter Salzsau^e.Das Gsmisch riihrt 
man noch 2 Stunden^Ber erhaltenen Lo~ung gie3t man langsam 
wahrend 1,5 Stunden unter Hiihren ^Liter destilliertes 
Wasser zu.lian stellt im Gemiach ein pH von 2,8 durch Zugabe 
konzentrierter Salzsauere ein.Der ausgefallene Niederschlag 
wird durch Schleudern abgetrennb und verworf en.Der klaren 
L3faung im emaillierten Apparat gie£3t man unter Ruhren 1 Liter 
destilliertes Wasser zu.Man stellt im Gemisch ein pH von 6,8 
durch Zugabe 10#iger wasser iger itznatronlosung ein und tronnt 
den ausgefallenen Hiederschlag des Antibiotikums durch 
Schleudern ab*Die orhaltene Paste wascht man im email ier ten 
Apparat ait 2 Liter 50%igen was^erigen n - Propylalkohols 

mm • ' 

wahrend 5 Stunden bei Ziamertemperaturjfach beendetem 
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Wascben schleudert man die Paste, wascht mit Azeton.f lltriert 
uad trocknot uator Vakuuc bei einera Eestdruck von 10 Torr und 
einer Temperatur von 20°C.Das Gewicht des Fertigproduktea 
betragt 20 g.die spezifische biologischo Aktivitat des 
Pulvers 900 mkg/og and die Extinktion = 1500.Die Aua - 

beute an Ampboterizin B,»ezo S en auf die im Bohprodukt enthal - 
tene JUctivi tat, betragt 
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1* Vsrfahren zur Gewi nnung und chenischen Reinigung 

von Axaphoterizin B durch dessen Ausfallen mit Waeser aus 

Louungen von Bohantibiotikum in Diinethylf ormamid unter an - 

schlieeendem Wa^chen mit eineia crganischen Losun^smittel, 

dadurclx 6'ekennzeiclinet t dao man der 

Rohantibiotikumlosung in Dimetliyliornainid 0,5 Volumen des - 

tilliertes Wasser ,bezogen auf das Volumen des Dimethylform - 

anids,zucetzt,das erhaltene Gemisck auf einen pH - Wert von 

2-3,6 ansauert,die ausgef allenen Verunreinigungen abtrennt, 

dem Filtrat Wasser in einer L"enge,die der des Ausgangslosungs^ 

iaittels gleich ist f zusetzt ; dann den pH - Wert des Genisckeo 

auf 6,5 - 7,0 bringt und das JRndprodukt abtrennt t das nit 

wa6seri b ^m n - Propanol und Azeton gewascnen und getrocknet 
■ 

wird # 

2« VerfaJiren nach Aiic r rubh 1, ;d a d lir ci g e - 

k e an? e i c h n e % »daa man die gohantihiotikualosung 

in Dimetb^xrormafflid dUrcii Vemisciien von 1 Gewiclitsteil Uoh — 

antibiotikun mit 10 - 20 Vdldtoen Dimethylf ormamid mid an 

schlieflendes Ahsauern des erhaltenen (iemisahas auf einen pfl - 

* • . - * * ■ .• 

Wert von 7 - 7*5 dutch konzentrierte Salzaautfare beroit«t. 

... - ... * 

3» Verfahrsn nach Auspruch 1 - 2, d a d u jr c h g m — ' 

kennzeichnet ,da0 nan das Ansauern des Gaaisches 

auf einen pH - Wert vcn 2 - 3,6 durch Zugabe 10%iger wasseriger 
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SalzsaWe-lb'suag durcaluhrt. 

• > 

4. Verfahren nach Ans.-ruch 1-3,dadurch 

e e k o a n z e i c h n e t ,da* man das Alkalisierea des 
Geoiaohes auf eiaea pH - Wert voa u t5 - 7f0 darch Zugabe 
1Q£igex was^erifeot Bzaatronlosuag durcaf iihrt. 

5. Verfaarea aach Aaspruca 1-4, dadurca 

S e k e a a z e i c a a e t ,daa daa a* p rodukt nit ^ige* 
waseeri b em a - Propaaol ^ewaschea vird. 
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